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論文内容の要旨
〔目的〕
腸炎ピブリオ A55株 (05; K15) の K抗原は大森らの報告では酸性の多糖体で主成分はヘキソサミン
である。しかしこの抗原の酸加水分解物からは既知の中性糖もアミノ糖も検出されなかった。更に本
多糖体が酸の性質を示すのにもかかわらずその酸分解物中にはウロン酸、シアル酸、リン等は見出され
なかった。この抗原の構成成分を明らかにするひとつの方法として酵素による分解を試み、この実験
を行なった。又得られた酵素分解物の性状からアミノヘキスロン酸の存在が推定されたのでその証拠
づけを行なった。
〔方法ならびに成績〕
1 ) K 抗原分解酵素産生菌の分離と同定
畑の土壌を組K 抗原 1%水溶液を主たる C 及びN 源として培養し、抗原の沈降性の失活を指標に
して土壌菌を分離したO
分離菌はグラム染色陽性、カタラーゼ陽性、卵型の芽胞を形成し800C 10分間の加熱に耐える。培
養至適温度は330C 。この性質から 8acillus 属の菌であるが、その生物学的性状からは本菌は 8ac­
illus 属のどの種とも一致しなかった。
2 )酵素標品の調製とその作用について
菌を粗K 抗原0.01% 、 tryptone 1 %、 yeast extract 0.5% 、 NaCl 0.5%の培地で対数期の終わ
り迄振とう培養し、その培養上清の硫安80%飽和による沈澱物を透析、凍結乾燥したものを酵素標
品として実験に使用した。なお菌体を音波処理するとかなりの酵素活性が現われてくる。
K15抗原に酵素を作用させると還元糖と Morgan- Elson 反応陽性物質(以下ME陽性物質と略す)
がほぼ同じ速度で遊離してきた。還元糖はグルコースとして全重量の27% 、 ME 陽性物質はアセチ
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ルグルコサミンとして10%の値が得られた。又充分に酵素処理をされた抗原は沈降活性を失うが、
沈降阻止活性があることがゲル内沈降反応で認められた。
酵素の至適pH は7 .8であった。
3 )分解物の分画とその性状について
K 抗原と酵素を M/50 トリス緩衝液 (pH7 .8) に溶かし 370C 、 24時間反応させた。低分子の分解物
を得るためにコロジオン膜で炉過し j戸液に 9 倍量のエタノールを加えて生じた沈澱を遠沈によって
除いた。この上清を Sephadex G 15でゲルj戸過を行ない 4 つの分画を得た。
各分画はいずれも沈降阻止活性を有し、 ME 陽性、 j戸紙電気泳動 (pH 7.0) で陽極に動く D このと
きに検出されたスポットは ME 試薬、硝酸銀試薬の両方に呈色した。又 Sephadex を通す前の試料
には K凝集阻止活性が認められた。
4 )還元 K 抗原による構成糖の同定
酵素分解物の性状からアミノヘキスロン酸の存在が推定されたので、 K抗原を ethylene oxide で、
エステル化し sodium borohydride で還元することによってアミノヘキスロン酸残基をヘキソサミ
ンに変化させて同定を試みた。 K 抗原をそのまま酸水解しでもヘキソサミンは見出されないが、還
元K 抗原を 4 N-HGl で加水分解しペ←パークロマトを行なうとマンノサミンとほぼ同じ Rf 値のス
ポットが検出された。これを抽出して Dowex50 (H+) でカラムクロマトを行なったところ 2 つの
peak に分かれ、それらはマンノサミンとグロサミンの peak に一致した。この 2 つのヘキソサミン
分画をニンヒドリンで分解するとマンノサミンと思われる方からはアラピノースが、グロサミンと
思われるのからはキシローズが得られた。エステル化、還元の過程は赤外線吸収スペクトルで確認
した。又ゲル内沈降反応ではエステル化したもの、還元したものでは沈降線はでないが、エステル
化後アルカリ処理を行なうと沈降線が一部回復してきた。
5 )生菌に対する酵素作用
A55株の生菌に M/50 トリス緩衝液 (pH7 .8 、 NaCl 1%) 中で酵素を作用させると O凝集が出現し
6 時間の作用後には 2 時間煮沸した菌と同じ凝集を示した。
〔総括〕
腸炎ピブリオ A55株 (05; K15) の K 抗原分解酵素産生菌を土壌より分離した。分離菌は Bacillus
属の新種と思われる口
K 抗原にこの菌の培養上清から得られた酵素標品を作用させると沈降活性が失われ、かっ還元力の
増加と酸性の ME 陽性物質の遊離がみられた。分解物には K凝集阻止と沈降阻止活性があった。
この酵素は腸炎ピプリオの生菌にも作用し O 凝集性が出現した。
還元K 抗原の実験から本抗原にマンノサミンウロン酸とグロサミンウロン酸が存在すると推定され
。
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論文の審査結果の要旨
1962年頃、大阪の腸炎ピブリオによる食中毒の中で最も高頻度に分離された A55株 (05; K 15) の K
抗原が酸性多糖体であるにもかかわらず酸加水分解すると、グルコース当量で約20% 、 EIson-M organ 
法によるグルコサミン当量としても約20%の糖しか定量されなかった。
著者は、この組成糖を明らかにするために、この K抗原を唯一の C 源、 N 源とする培地に増殖する
Bacillu s 属菌(種名は未同定)を分離し、この培養上清より K抗原を分解する組酵素液を調整した。
そしてその分解物中よりマンノサミンウロン酸とグロサミンウロン酸(いづれも多糖体中では N-アセ
チル化されている)とを証明した。殊にグロサミンウロン酸の証明は天然物中より初めて発見された
もので本研究は高く評価される。
-149-
